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制。YAP（yes-associated protein）是 Hippo 信号通路下游的转录共激活因子，研
究表明，YAP 是一个癌基因，通路中其它成员通过磷酸化负调控 YAP，来实现





得了 YAP 基因不同长度的启动子片段，利用链霉亲和素 DNA-Protein pull down
技术，我们发现 Ets 转录因子家族成员 GABP 能够与 YAP 启动子片段相互作用，
接着我们通过免疫印迹实验以及染色体免疫共沉淀实验进一步证实了 GABP 能
够与 YAP 启动子结合。然后我们将这些启动子片段与 pGL3-Basic luciferase 表达
载体连接，荧光素酶检测实验表明 GABP 确实能够促进 YAP 基因表达，同时我
们还发现，YAP 启动子上含有多个 Ets 结合位点（GGAAG 序列），GABP 通过
与 YAP 启动子上的 Ets 结合位点特异结合而实现对 YAP 基因的调控作用。最后
我们将包括 GABP 在内的 19 个 Ets 家族成员（SP1B、ETV6、ETV7、ELF3、EHF、
ELF2、SPDEF、ETV1、ETV5、ETV4、ELK3、ELK1、ETS2、ERF、ERG、Ell1、
FEV、GABP、GABP1L）与 YAP 启动子驱使的荧光素酶表达载体（YAP2600）
共转，结果表明 GABP 可能是 Ets 家族转录因子成员中能够激活 YAP 基因最有
效的一个多聚体蛋白复合物。 
本文研究结果揭示了调节 YAP 蛋白水平的转录因子 GABP 的发现与鉴定过
程，并初步阐明了 Hippo 信号通路在转录调控水平上的调节机制，为完善 Hippo
信号通路做出了新的贡献。  
 

















The Hippo pathway is an evalutionally conserved pathway that controls organ 
size by inhibiting cell proliferation and promoting cell apoptosis.The transcription 
co-activator YAP (Yes-associated protein) is the downstream effector of the Hippo 
pathway. The central role of the Hippo signaling is to inhibit the function of YAP. 
Dysregulation of this pathway leads to the activation of YAP and finally results in 
tumorigenesis. Previous studies have established that YAP is phosphorylated and 
inhibited by the Hippo tumor suppressor pathway. YAP is a candidate oncogene and 
up-regulation of YAP protein and mRNA levels is frequently observed in many human 
cancers. Although numerous studies have investigated the regulation of YAP 
phosphorylation, degradation and nuclear localization, many fewer studies have 
addressed the regulation of YAP expression. Thus, the regulation for YAP gene 
expression during normal development, organ size control and cancer development 
remains to be defined.  
To seek transcription factors that act on the YAP promoter, we first generated 
5’-biotinylated 3.6kb, 2.6kb, 2kb, 1kb or 0.36kb DNA fragments corresponding to 
YAP promoter sequences upstream of the ATG start codon. We performed a 
streptavidin pull down assay using these 5’-biotinylated YAP promoter and identified 
GABPby mass spectrometry. GABPcannot directly bind to DNA and must form a 
heterdimer with the Ets-domain protein GABP to bind DNA. We therefore probed 
the YAP promoter pull down samples for GABP and confirmed by immunoblotting 
that both GABPand GABPare present in YAP promoter pull down samples. 
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays in Hela cells and primary hepatocytes, 
using the anti-GABP antibody and PCR primers specific for the YAP promoter 
further indicated that endogenous GABPis associated with YAP promoter in vivo. 
We subcloned the 5 YAP promoter fragments into PGL3-Basic luciferase vector. 
















transcriptional activity of YAP promoter. DNA sequence analysis of the YAP promoter 
revealed that it contains 16 GGAAG sequence sites, a motif that serve as a binding 
site (EBS) for Ets family transcription factor GABP. Different EBS deletion 
jeopardize luciferase activity of varying degrees, indicating that the EBS is required 
for activation of the YAP promoter by GABP/GABP. Meanwhile, we 
systematically tested the effects of 17 Ets family members (SP1B, ETV6, ETV7, 
ELF3, EHF, ELF2, SPDEF, ETV1, ETV5, ETV4, ELK3, ELK1, ETS2, ERF, ERG, 
Ell1, FEV) stimulating YAP promoter activity, in addition to GABP and GABP1L. 
We found that GABP1L complex is the most effective transcription factor within 
the Ets family for activation of YAP promoter. 
Taken together, we identify the ubiquitous heterodimeric Ets family member 
GABP as a major activator of YAP transcription, which bring us some new insights 
into the molecular mechanism and transcriptional regulation of YAP oncogene. 
 

















1.1 Hippo-YAP 信号通路研究进展 


















控器官大小及发育(Organ Size Control)的信号转导通路[6]。Hippo 信号通路通过限
制细胞增殖和促进细胞调亡调控器官尺寸的发育，该通路的主要基因有：
Hippo(Hpo)、Salvador(Sav)、Warts(Wts)和 Yorkie(Yki)等[7]。1995 年，G.M.Rubin
研究小组和 Justice，R.W.研究小组通过利用 FLP/FRT 重组系统对果蝇遗传嵌合
体进行筛选发现了一个新的肿瘤抑制基因，并命名为 Lats(Large tumor suppressor 


















殖，因此推测出 Lats/Wts 可能具有调节器官大小和尺寸的功能[8,9]。2002 年，
Taponetal 发现了该信号通路中第二个成员 Salvador(Sav)，Sav 的丧失会导致抗凋
亡因子 DIAP1 基因过度表达[7]。随后 2003 年，Duo jia Pan 研究小组又发现并命
名了编码 STE-20 蛋白酶家族的肿瘤抑制基因 Hippo（hpo），其突变体表现出了
剧烈增殖的表型，如皱褶的头部表皮、扩大的复眼和扩大的翅膀等，但是这些细
胞的发育方向并没有被影响。Hpo 的磷酸化可激活 Wts 并通过 Sav 促进 hpo 和
Wts 的磷酸化过程，从而通过转录调控 DIAP1 的表达水平[7]。2005 年，Zhi chun 
Lai 等发现 Mats 蛋白可与 Wts 作用并激活 Wts 的催化活性[7]。随后 Huang 等用
酵母双杂交的方法发现并命名了 Yki。Yki 自身被上游的 Wts、Mats 等调控，Wts
可磷酸化 Yki 并导致其失活，从而使 Yki 功能的丧失，造成组织器官发育不良；
而过度表达 Yki 会导致组织细胞过度增殖，表明 Yki 具备作为 Wts 的效应因子
和 Hippo 信号通路中相关调控因子的功能[10]。由此 Hippo 信号通路的核心成员
得到确定，主要有 Hpo、Sav、Wts 和 Mats。果蝇 Hippo 通路中的主要蛋白在哺
乳动物中也存在各自相互对应的同源蛋白：Mstl/2、WW45、Lats1/2、Mob 以及
YAP。综上所述，在 Hippo 通路中，Hpo 和 Sav 结合后磷酸化 Wts，Wts 与小调
节蛋白 Mats 结合后共同磷酸化 Yki，Yki 磷酸化后失活，抑制下游因子如 DIAP1，
cyclinE 等的表达，调控细胞组织的生长。Hippo 信号通路具有高度的遗传保守性，
在哺乳动物 Hippo 信号通路中与果蝇 Hpo、Sav、Wts、Mats 及 Yki 蛋白质相对
应的人类同源蛋白质为：Mst1／2、WW45、Lats、Mob1 及 YAP。 
1.1.2 Hippo 信号通路的核心成分 
由以上讨论可知 Hippo 信号通路是由一组在进化上极其保守的蛋白级联激
酶组成的。如图 1.1 所示，其中 Mst1 和 Mst2 作为 STE-20 蛋白激酶家族成员，
与果蝇中的 Hippo 属于同源物。WW45 的基因编码一个含 WW 结构域的蛋白，
它的突变会造成细胞的自发性生长，与果蝇中的 Sav 是同源物。Lats1 和 lats2 是
与 DBF2 相关的核蛋白激酶家族成员，其与果蝇中的 Wts 属于同源物[11]。高度





















图 1.1： Hippo 通路在果蝇及哺乳动物中的组成 
Fig.1.1： The compositions of the Hippo pathway in drosophila and mammals 
 
在该信号通路中，如图 1.2 所示，Hippo/Mst1 和 Mst2 作为 STE-20 蛋白激酶
家族成员（其 N 末端包含一个丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶功能域，羧基末端含有一
个被称为 SARAH 功能域的螺旋区域）与含有 WW 结构域的支架蛋白
WW45(Sav/WW45 含有两个 WW 功能域，羧基端含有一个 SARAH 功能域)通过
SARAH 功能域相互作用，磷酸化下游 NDR 家族激酶成员 Lats1/2 和非催化支架
















Warts/Lats 的自身磷酸化并激发其催化活性，进而使 YAP 被磷酸化。一方面，
14-3-3 蛋白识别并结合胞质中磷酸化的 YAP，并使其停留在细胞质中，从而抑制
YAP/Yki 的功能（在细胞核内，YAP/Yki 与转录因子 TEAD 作用，可促进细胞增
殖和抑制细胞死亡）。另一方面，磷酸化的 YAP/TAZ 再被 CK1δ/ε 磷酸化，发生
SCF
β-TRCP 介导的 YAP/TAZ 泛素化降解。Mst1/2-YAP/TAZ 信号通路被阻断或失
活后 YAP/TAZ 不能被磷酸化，Hippo 信号通路中任一核心激酶组份的丢失，都
将导致 YAP 依赖性的细胞增殖的上调、抗凋亡和器官体积增大[12-15]。同样地，





图 1.2： 哺乳动物 Hippo 信号传导通路[18] 
















1.1.3 Hippo 信号通路的上下游 
越来越多的研究证明，Hippo 信号通路与外界环境紧密相连，受细胞外因子
调控。Hamaratoglu 等发现，膜相关蛋白 Mer、Ex 与 Hippo 通路密切相关[19]。
Mer 和 Ex 都含有 FERM 结构域，通过该结构域它们可以和多种细胞支架蛋白、
跨膜蛋白相互作用，为其细胞膜信号传递功能奠定了基础。在哺乳动物中，Mer
的同源蛋白被 NF2 肿瘤抑制基因编码，它的突变可导致中枢神经系统的肿瘤。
已有研究表明 Mer 和 Ex 可形成异源性二聚体，作为肿瘤抑制基因抑制细胞生长，
但迄今仍未发现与 Mer 和 Ex 直接作用的下游因子。在果蝇中，含有 Mer 和 Ex
双突变的细胞和 Hippo 信号通路中肿瘤抑制因子突变一样，会造成 CyclinE 和
DIAP1 的过度表达，当二者失活也会造成细胞明显过度生长，而过表达 Ex 则可
抑制细胞生长。但细胞生长抑制作用需要 Hippo 和 Wts 的参与，提示这些蛋白
是 Ex 的下游。虽然具体的调节机制还不是很清楚，但是 Mer 和 Ex 可促进 Hippo
和 Wts 的磷酸化水平，而 Hippo 信号通路也会反过来抑制 Mer 和 Ex 的蛋白水平，
通过这种负反馈调节机制，进而精确调控 Hippo 信号通路的开关状态。 
Fat 最初是在果蝇体内发现的前钙黏蛋白家族成员，它有一个巨大的细胞外
结构域，包含 34 个钙黏蛋白重复，主要参与细胞与细胞之间的黏附。近年来有
研究报导 Fat 可能也参与调节 Hippo 通路，首先 Fat 突变细胞和 Hpo、Wts 突变
细胞相似，会造成 cyclinE 和 DIAP1 过度表达，进而促进细胞增殖和抑制细胞凋
亡；其次，Ex 和 Hpo 的表达水平增加会抑制 Fat 突变造成的细胞过度增殖，表
明 Fat 位于 Ex 和 Hpo 的上游；再者，Ex 的定位及稳定需要 Fat 的参与；最后，
Fat 也可在细胞内促进 Hpo 和 Wts 的磷酸化水平[20]。而另有研究表明 Fat-Ex 酶
联反应似乎和 Mer 的功能平行，Mer 的定位不需要 Fat 的参与，另外 Fat、Mer
双突变的细胞和 Ex、Mer 双突变的细胞表形相似，这些结果提示 Mer 可能通过
未知通路将信号传递给 Hippo 通路[21]。 
YAP/TAZ 是 Hippo 信号通路下游主要的转录共激活因子，其中 TAZ 是一个
转录激活辅助蛋白，具有调控干细胞分化等功能[22]。YAP 作为 TAZ 的旁系同源
蛋白，与 TAZ 具有相似的蛋白结构并且在肿瘤中的功能也有着相似的地方。
YAP/TAZ 都包含有 WW 结构域和与 14-3-3 蛋白的结合结构域，14-3-3 蛋白可识

















而实现 YAP/TAZ 介导的促进细胞增殖和抑制细胞死亡的功能[22]。关于 Hippo 信
号通路的下游，研究发现，在果蝇中与 Yki 相结合的作用因子主要有 DIAP1、
cyclinE、Bantam microRNA 等[23,24]。 
在上皮细胞中 cyclinE 阻止细胞从 G1 期进入 S 期，当 Hippo 通路调控发生
异常时，cyclinE 表达增加导致细胞过度增生。在凋亡方面，Hippo 信号通路调控
下游果蝇凋亡抑制因子 DIAP1，DIAP1 则通过 caspase 的失活限制凋亡。Yki 激
活会导致 cyclinE 和 DIAP1 的表达增加。Bantam microRNA 是 Hippo 通路的独立
靶点，它具有调节细胞增殖和凋亡的双重作用，Yki 过度表达会增加 Bantam 
microRNA 的转录，而 Bantam microRNA 的沉默则可以抑制 Yki 过度表达所造成
的细胞增殖，并且 Bantam microRNA 的过度转录可以弥补 Yki 突变细胞生长抑
制的现象，但 Bantam microRNA 过度转录不会影响 DIAP1、cyclinE 的水平[23,24]。 
1.1.4 YAP 基因及其在肿瘤发展中的作用 
YAP 是 Yki 在哺乳动物中的对应基因，亦是经典 Hippo 通路的主要效应因
子，Hippo 通路中其他因子通过磷酸化实现对 YAP 的负调控[25]。当 Hippo 信号
通路激活时（例如细胞接触抑制情况下），STE-20 家族激酶成员 Mst1/Mst2 与含
有 WW 结构域的支架蛋白 WW45 共同作用，磷酸化下游 NDR 家族激酶成员
Lats1/2 和非催化蛋白 Mob1A/B，磷酸化的 Mob1A/B 与 Warts/Lats 结合后促进
Warts/Lats 的自身磷酸化并激发其催化活性，进而 YAP 被磷酸化；当 YAP 蛋白
第 127 位丝氨酸被 Lats 磷酸化后能够与 14-3-3 蛋白结合并导致 YAP 滞留在细胞
质内；在此基础上，Lats 磷酸化 YAP 蛋白第 381 位丝氨酸，促使 CKI 磷酸化其
磷酸化降解位点，进而引发 SCFβ-TRCP 介导的 YAP 泛素化降解，从而调节 YAP
的蛋白水平。当 Hippo 信号受到抑制时，YAP/Yki 进入细胞核内，与转录因子
TEAD 作用，可促进细胞增殖和抑制细胞凋亡[14]。Hippo 信号通路中任一核心激
酶组份的丢失，将导致 YAP 依赖性的细胞增殖的上调、抗凋亡和器官体积增大
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